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摘要: 大黄素 ( em od in)对多种肿瘤细胞有较强的抑制增殖和诱导凋亡的作用,但其作用机制尚不清楚。本研究
通过配体-受体竞争结合实验以及报告基因检测了大黄素对维甲酸 X受体 ( retino id X receptor alpha, RXRA)的结合和
转录活性的调控, 并研究了大黄素对肺癌细胞 H 460和肝癌细胞 SMM C-7721生长和凋亡的作用。结果发现, 大黄素
对两种癌细胞有很强的抑制增殖作用,加入 RXRA的天然配体 9-顺式视黄酸 ( 9-cis-retino id ac id, 9-cis-RA )共同处理
可显著缓解这种抑制作用。大黄素能浓度依赖地引起两种癌细胞系的凋亡, 使细胞核出现碎裂和染色质浓染。报
告基因实验发现大黄素对 RXRA同源和异源二聚体的转录激活有显著抑制作用。体外的配体竞争结合实验发现,
大黄素不直接结合 RXRA的配体结合区。蛋白质免疫印迹实验发现, 大黄素不影响 RXRA的蛋白表达。结果提示,
大黄素具有诱导肺癌细胞 H 460和肝癌细胞 SMMC-7721凋亡和抑制细胞生长的作用, 大黄素抑制 9-cis-RA对 RXR
转录激活作用以及 9-cis-RA具有一定程度拮抗大黄素对肺癌细胞 H 460和肝癌细胞 SMMC-7721的生长抑制作用,提
示大黄素的抗癌作用可能与细胞内 RXR的功能有关,并以 RXR转录非依赖性的方式起作用。配体竞争结合实验结
果提示大黄素可能间接作用于 RXR。
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Emodin induces apoptosis of cancer cells and inhibits retinoid
X receptor transcriptional activity
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Abstract: The mechanisms by wh ich emod in induces apoptosis and inhibits proliferation o f cancer
cells rema in unc lear. In th is study, w e investigated whether the proapopto tic effect of emodin on human
N IH-H460 lung cancer cells and SMMC-7721 liver cancer cells was re lated to regu lating RXR expression
and function. MTT assay and DAPI staining w ere used to detect the ant-i proliferative and apoptot ic effects
of emod in w ith or w ithou t 9-cis-ret ino id ac id on H460 and SMMC-7721. The reporter assay w as used to
detect the effect o f emodin on RXR homo- and hetero-d imer transactivation. Competit ive ligand binding
assay w as carried out to detectwhether emodin cou ld directly bind to RXR. The result show ed that emod in
could strong ly inh ib it the proliferation and induce apoptosis of both cancer ce ll lines, wh ich cou ld be
antagonized by 9-cis-RA. The reporter assay show ed tha t emodin cou ld inh ib it the transcr iptional effect o f
the homo- and hetero-d imer transactivation of RXRA dose-dependently. How ever, in vitro b inding assay
did not show that emod in b ind to RXRA-LBD directly. The findings suggest that exhibition o f emod in its
ant-i cancer act iv ity may be associated w ith invo lvement o fRXRA signa l transduction pathw ays.
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发现 emod in可以抑制 IL-6诱导
的 JAK2激活和 STAT3磷酸化, 引起人骨髓瘤细胞
系 RPM I 8226、MM细胞的凋亡; Su等
[ 3 ]
发现 emodin






CH27细胞的凋亡作用; Sh ieh和 Srinivas等
[ 5, 6]
发现
emod in诱导人肝癌细胞系 H epG2、HepG2 /C3A、
PLC /PRF /5、SK-HEP-1以及宫颈癌细胞 Bu25TK的
凋亡, 其作用与 p53和 p21蛋白的激活表达和聚
ADP核糖聚合酶的断裂有关。但是大黄素诱导癌
细胞凋亡的机制尚不清楚。
维甲类 X受体 ( RXRA)属于核受体超家族成
员
[ 7, 8]
, 是一种配体依赖的转录因子, 与 RAR一同
介导维生素 A的信号转导。RXR的天然配体为 9-
顺式维甲酸













公司产品, RPM I 1640、DMEM 和新生牛血清为





为 Amersham Pharmacia产品, L ipofectam ine 2000为
Inv itrogen公司产品。
细胞培养  H460细胞用含 10% 新生牛血清、
100 u# mL- 1青霉素和 100 u# mL- 1链霉素的 RPM I
1640培养基培养, SMMC-7721和 CV1细胞用含 10%
新生牛血清、100 u# mL- 1青霉素和 100 u# mL- 1链
霉素的 DMEM 培养基培养。细胞均在 37 e , 5%
CO 2饱和湿度的细胞培养箱中常规培养。
细胞增殖抑制  取对数生长期的细胞, 以细胞
数 1 000 /孔 (H460)或 2 000 /孔 ( SMMC-7721)接种
于 96孔培养板, 每孔 200 LL培养液。细胞培养过
夜后加入药液, 试验组分别加入不同浓度的大黄
素, 对照组加入 011% DMSO。细胞进行药物或对
照处理 96 h, 每组重复 4孔。实验终止前 4 h, 每孔
加入 5 mg# mL- 1 MTT 15 LL, 置于培养箱 ( 5%
CO 2, 37 e )中培养, 4 h后弃上清液, 加入 DMSO
200 LL /孔, 用酶联免疫仪于 492 nm处测定吸收度
(A )值, 所得数据计算 IC50。实验重复 3次。
细胞的凋亡染色及计数  取肿瘤细胞接种于
96孔板, 每孔 1 @ 104细胞, 培养 24 h后, 在 015%
血清下用不同浓度的药物处理, 对照孔加相同体
积的 011% DMSO。处理 24 h后, 用 PBS洗 3遍,
317%多聚甲醛固定, DAPI染色, 荧光显微镜下观
察得到凋亡照片。取肿瘤细胞接种于 6孔板, 细胞
数 215 @ 105 /孔, 培养 24 h后, 用不同浓度药物处




流式细胞仪分析凋亡  取肿瘤细胞接种于 10
cm平板,细胞数 1 @ 106 /孔, 培养 24 h后, 在 015%
血清下用不同浓度的药物处理, 对照孔加相同体积
的 011% DMSO, 处理 24 h后, 用 PBS洗 3遍, 胰
酶消化细胞, PBS洗 1遍, 用固定液固定 30m in以
上, 然后和 100 Lg# mL- 1 RN ase于 37 e 共同孵育




,按细胞数 5 @ 104 /孔在 48孔板中培养 CV1
细胞, 按以下比例混合质粒: ( 1) RXR同源: 10 ng
GFP-RXRA, 50 ng ( TREpal) 2- tk-CAT, 50 ng B-ga;l
( 2) RXR /TR3异源: 10 ng GFP-RXRA, 20 ng GFP-
TR3, 50 ng B-RARE, 50 ng B-ga;l ( 3) RXR /RARB
异源: 10 ng GFP-RXRA, 20 ng PECE-RARB, 50 ng
RARE-tk-CAT报告基因质粒, 50 ng B-gal用载体
DNA ( pB luescript)补充到每孔 DNA总量为 500 ng,
各种质粒的构建方法见文献
[ 13, 14]
。用 L ipofectam ine
2000进行转染, 18 h后加入不同浓度的药物, 继续
培养 24 h, 收集细胞, 用裂解液 40 LL裂解细胞,
取裂解液 10 LL测定 B-gal值,取裂解液 20 LL反应
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6 h后用液闪仪测定 m in
- 1
值, relat ive CAT activ ity=
每孔 m in
- 1
值 /每孔 B-gal值, 做两个复孔, 重复两
次。
配体竞争结合实验  参照文献 [ 15] , 用 GST融
合表达的人 RXRA蛋白的配体结合区 ( LBD 223-




育 16 h, 反应终止时加入谷胱甘肽, 用 TEG缓冲液




W estern blotting检测  取肿瘤细胞接种于 6
孔板, 每孔 5 @ 104细胞, 培养 24 h后, 用不同浓度
的药物处理, 对照孔加相同体积的 011% DMSO,
处理 24 h后, 用 PBS洗 3遍, 加入新鲜配制的 RIPA
细胞裂解液和 cock tail蛋白酶抑制剂, 立即用细胞
刮刀刮下细胞使其与裂解液充分混合, 冰浴 1 h,
于 4 e , 16 000 g离心 30 m in, 收集上清液于新
Eppendorf管中, 用标准 B radford法测定蛋白含量,
于 10% SDS-PAGE凝胶电泳分离各蛋白, 然后转移
印迹蛋白到 NEC膜, 使用含 5% Tween-20的脱脂
奶粉的 TBS溶液室温振摇封闭过夜, 用 TBST溶液
稀释一抗 (兔抗人 RXRA, Santa C ruz), 4 e 孵育过
夜, TBST室温润洗 3次, 每次 5 m in, 二抗 (兔抗
HRP辣根过氧化物酶 )孵育 2 h, TBST室温润洗 5





肝癌细胞 SMMC-7721 96 h后, 细胞存活率明显下
降 (图 1)。对 H460细胞生长抑制作用, IC50 U 25
Lmo l# L- 1; 对 SMMC7721细胞生长抑制作用,


















F igure 1 Inhibitory effect o f emod in on v iab ility o f
H 460 and SMMC-7721 cells. The cells w ere treated
w ith d ifferent concentrations o f emod in for 96 h in 96-
w ell plate. MTT method w as used to measure the
v iable ce lls
F igure 2  9-cis-RA attenuates the ant-i proliferation
effect o f emodin on SMMC-7721 ce lls at high concen-
tration. The ce lls w ere treated by different concentra-
tions of emodin for 96 h in 96-w e llp latew ith orw ithout
9-cis-RA. MTT method w as used tom easure the v iable
ce lls
F igure 3  Emodin dose-dependently induced the
apoptosis o f H460 and SMMC-7721 ce lls. The cells
w ere treated by d ifferen t concentrat ions of emodin for
24 h in 96-ce ll plate. A fter treatmen,t the ce lls w ere
w ashed w ith PBS, fixed w ith 317% para fo rma ldehyde,
sta ined w ith DAPI and v isualized by fluorescence
m icroscopy
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F igure 4 (A ) Emod in induced the apoptosis ofH460
cells. H460 ce lls w ere treated w ith vehic le alone
( 015% DMSO), d ifferent concentrations o f emodin in
the presence of 015% serum fo r 24 h. Apoptosis w as
determ ined by DAPI staining as shown in F igure 3 and
scored by exam ining 300 ce lls for nuclear fragmentat ion
and /or chromatin condensat ion. ( B ) Emod in induced
the apop tosis o f SMMC-7721 ce lls. SMMC-7721 ce lls
w ere treated w ith veh icle alone ( 015% DMSO ),
different concentra tions o f emod in in the presence of
015% serum for 24 h. A fter treatmen,t ce lls w ere
harvested and sub jected to cytometric analysis.
Apoptosis w as measured by ce ll cycle ana lysis w ith
propidium iodide stain ing and the percentage of














图 6可见, RARB的配体全反式维甲酸和 RXR的配
体 SR11247具有很强的诱导 CAT的活性, 但是这种
激活作用可以被大黄素浓度依赖性地抑制。
F igure 5  Emodin dose-dependently inh ib ited the
transcription activat ion of RXRA homod imer. CV-1
ce lls w ere cotransfected w ith or w ithout an expression
vector for RXR ( 10 ng ) , a CAT reporter vector
containing RXR homodimer responsive e lemen ts
( TREpal) 2-tk-CAT ( 50 ng ) and a B-gal expression
vector ( 50 ng ). Transfected ce lls w ere treated w ith
d ifferent concentrations of emodin w ith orw ithout 9-cis-




) for 24 h. Relat ive CAT
activ ities w ere determ ined and norma lized to the B-
ga lactase activity
F igure 6  Emodin dose-dependently inh ib ited the
transcr iption activation of RXRA-RARB hetero-dim er.
CV1 cells w ere co transfected w ith GFP-RXRA ( 10
ng ), PECE-RARB ( 20 ng ) , RARE-tk-CAT reporter
plasm id ( 50 ng ) and a B-ga l expression vector ( 50
ng ), and treated w ith d ifferent concentrations o f
emodin w ith or w ithout al-l trans-RA ( 1 @ 10- 7 mo l#
L
- 1












F igure 7  Emod in dose-dependen tly inhibited the
transcript ion activation o f RXRA-TR3 hetero-d imer.
CV1 cells w ere cotransfected w ith GFP-RXRA ( 10
ng) , GFP-TR3 ( 20 ng ), RARE-tk-CAT reporter
plasm id ( 50 ng ) and a B-ga l expression vector ( 50
ng) , and then treated w ith different concentra tions of
emod in w ith o r w ithout SR11247 ( 1 @ 10- 7 mo l#
L
- 1
). CAT activ ities w ere determ ined as described
above
F igure 8  Emod in d id not bind to RXRA-LBD in
vitro. Human RXRA-LBD was incubated w ith 10
nmo l# L- 1 [ 3H ] 9-cis-RA in the presence of different
concentrations o f un labe led 9-cis-RA or emodin at 4 e
for 14 h. [
3
H ] 9-cis-RA bound toRXRAwasmeasured
after capturing theRXRA-LBD by n icke-l coa ted beads.
The data represen t the average o f total bound cpm ?
SEM. The experiments were trip licated
6 大黄素不影响 RXRA的蛋白表达水平
从图 9可见, 大黄素处理 H460细胞并没有影
响 RXRA蛋白的表达变化。结果说明大黄素并不是
通过影响 RXRA的蛋白表达影响其转录抑制作用。
F igure 9 Emodin did no t influence the expression o f
RXRA. H 460 cells w ere treated w ith d ifferent
concen trat ions o f emod in or veh icle fo r 24 h. C ell
lysates w ere immunoblotted w ith antibod ies against
human RXRA and B-actin
讨论
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